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1. Bevezetés

A soksejtli szovetes szervezeteket kiilonb6zd, hamszoveti sejtek alkotta gatrendszerek
hataroljadk. A legnagyobb kiilsé hatarfeliiletnek tekinthetd barrier a bélcsatorna
nyalkahartyaja, amely megakadalyozza, hogy anyagok, bélbaktériumok, vagy korokozok
szabadon jussanak a szervezetbe, ugyanakkor felszint biztosit a taplalékfelvételhez és az
emésztéshez. Az egyik legfontosabb vér-szoveti gatrendszerliink a kozponti idegrendszer
ionos homeosztazisat és az idegsejtek megfeleld tapanyag-ellatottsagat ellatd vér-agy gat.
Mindkét barrier anatdmiai alapjat az epitél-, illetve az endotélsejteket egymashoz kapcsolo
szoros kapcsolatok képezik (1. tablazat), melyek fizikailag megakadalyozzak anyagok sejtek
kozti atjutasat és a gatrendszerek sejtjeinek polaritast adva biztositjak az anyagok szabalyozott

transzportjat.

1. tablazat. Az intesztinalis €s a vér-agy gat felépitésének Osszehasonlitasa (Deli, 2009 alapjan)

Bélepitélium Vér-agy gat endotélium
Gatrendszer kiils6 belsd
Apikalis/luminalis mikrovillus, glikokalix glikokalix
fiiggelék
okkludin, tricellulin okkludin, tricellulin
Szoros kapcsolatot (TJ) T 5 2 4 7 PR
Kialakit6 fehérjék klaudin-1,-2,-3,-4,-7,-15 | klaudin-1, -3, -5, -15
JAM-A, -B, -C, CAR JAM-A, -B, -C, CAR, ESAM
Adherens kapcsolatot E-kadherin VE-kadherin
(AJ) kialakito fehérjék | nektinek nektinek, PECAM-1

A gatrendszerek dinamikus hatarfeliileteinek homeosztazist fenntartd és véddéfunkcioi
nemcsak ¢lettani koriilmények kozott fontosak, hanem betegségekben is. A legtobb kortani
allapotban helyi, vagy akar szisztémdas gyulladdsos folyamatok figyelhetéek meg, amelyek
alapvetden befolyasoljak a barrierek miikodését. A gyulladaskeltd citokinek koziil a TNF-a és
az IL-1B a két leginkdbb tanulmanyozott molekula, melyek részt vesznek gyulladésos
bélbetegségekben, valamint kozponti idegrendszeri gyulladasos folyamatokban is, a
gatrendszerek sériilését és ateresztoképességiik fokozoddasat kivaltva. Citokinkarositasos

kisérleteinkben ezért ezt a két citokint hasznaltuk.

Az o-melanocita stimuldlé hormon (o-MSH) endogén peptid a melanokortinok
csoportjaba tartozik. A hormon elsddleges és leggyakoribb receptora a melanokortin
receptorok (MCR) koziil az MC1R G-fehérje kapcsolt molekula (2. tablazat), mely a ciklikus
3’,5’-adenozin-monofoszfat (cAMP) mésodlagos hirvivon keresztiil fejti ki hatdsat. A hormon
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bor- és szdérszint meghatarozo szerepe mellett az allergids ¢és gyulladasos megbetegedésekben
gyakorolt protektiv hatdsa is kiterjedt kutatasok targyat képezi. Az a-MSH bélrendszert védo
hatasat irtdk le akut ¢és kronikus vastagbélgyulladds patkany-modelljein, illetve a
bélrendszerben eléforduld iszkémiaban is. A peptid neuroprotektiv hatasat figyelték meg
bakterialis lipopoliszacharid altal kivaltott agyi gyulladasban, agyi érelzdrodasban, kainsav

kivaltotta, valamint traumas agysériilésekben is.

2. tablazat. Az MCR receptorok jellemzo6i (Brzoska és mtsai, 2008 és Lasaga és mtsai, 2008 alapjan).

YRRt - Szoveti Sejttenyészetes | Elettani
LLGE s R kifejezédés | kifejezédés | funkcié
bér. a melanocita,
bél’ hegrye’ endotélsejt, pigment-
MCIR | a-MSH = ACTH = 3-MSH >> y-MSH méflle érl asztrocita, bél- termelés,
s é’lé. V> | epitélium, gyulladis
- 3y immunsejtek
mellékvese, | zsirsejt, szteroid-
L ACTH here, bér keratinocita szintézis
, bélenitéli energia-
MC3R | y-MSH = ACTH=B-MSH > a-MSH | 28%> 521V, ) DECPIEAUI, | 147 aregs,
vazizom immunsejtek i
gyulladas
energia-
MC4R | o-MSH = ACTH = B-MSH >> y-MSH 35;1’22‘;’ dendritikus sejt Efezlzfs
gyulladas
vazizom, f e
asv. bor zsirsejt, mirigy- mirigy-
MC5R | a-MSH > 3-MSH = ACTH > y-MSH gy, bot, sejtek, bél- 1 s
mirigysejt, A mitkodés
g epitélium
tido, sziv

2. Célkitiizések

Az o-MSH gyulladascsokkentd ¢és jotékony hatdsat mar szamos, elsdsorban
allatkisérletes eredmény bizonyitja, azonban annak biologiai géatrendszerek mukddésére
gyakorolt hatasat még nem vizsgaltak részleteiben. Célunk ezért az volt, hogy megvizsgaljuk
(1) kifejezddik-e a bélepitélium és a vér-agy gat tenyészetes modelljein az MCIR, (i1) milyen
kozvetlen hatdsa van az a-MSH peptidnek az agyi endotélsejtek életképességére, (iii) hogyan
befolyasolja a hormon a gyulladaskeltd -citokinek hatasat a bioldgiai gatrendszerek
tenyészetes modelljeinek ateresztoképességére €s a sejteket Osszekotd szoros kapcsolatok

crer

modellekben, illetve reaktiv oxigéngyokok képzddését tenyésztett agyi endotélsejtekben.
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3. Anyagok és modszerek
3.1. Sejttenyésztés
3.1.1. A human Caco-2 bélepitél-sejtvonal tenyésztése

A bélepitélium modellezésére a human Caco-2 béleredetli adenokarcinoma sejtvonalat
az ECACC cégtol (#86010202; European Collection of Authenticated Cell Cultures, Egyesiilt
Kiralysag) szereztiik be. A sejtvonalat 10% borjusavoval (FBS) és gentamicinnel (50 pg/ml)
kiegészitett tapfolyadékban (Dulbecco modositotta Eagle-médium, DMEM) tenyésztettiik. A
tenyésztési feliileteket patkanyfarok inbol kinyert kollagénnel vontuk be, hogy a sejtek
letapadasat és novekedését eldsegitsiik.

A bélepitélium gatmiikodésének vizsgalatdhoz a sejtvonalat permeabilis polikarbonat
membranokra (0,4 pum porusméret, 0,33 felszin; Transwell, Corning Costar, USA)

szélesztettiik €s tenyésztettiik.

3.1.2. A vér-agy gat in vitro modellezése

A vér-agy gat modellezésére primer patkany agyi endotélium egysejtrétegét, valamint
a permeabilitasi teszthez és a sejtkapcsold fehérjék immunfestéséhez harom sejttipusbol allo
ko-kultira modellt hasznaltuk, ahol primer patkdny agyi endotél-, glia- és pericita sejteket
tenyésztettiink egyiitt. A kiilonb6z6 sejttipusok izolalasdnak és a modellek Osszeallitasanak
1épéseit kutatdcsoportunk mar szamos tudomanyos koézleményben leirta (Nakagawa és mtsai,
2009; Veszelka és mtsai, 2013; Walter és mtsai, 2015).

A ko-kultira modellhez a tenyésztobetétek poliészter membranjanak (0,4 pum
porusméret, 1,12 cm’ felszin; Transwell, Corning Costar, USA) alsd, Gn. abluminalis
felszinére pericitakat szélesztettiink, majd hagytuk a sejteket letapadni 3 6réan keresztiil 37 °C-
on. Ezutan a tenyésztobetéteket a 12-lyukt lemezekben talalhato gliasejtek folé helyeztiik, €és
a membranok felsd, un. luminalis oldalara endotélsejteket pipettaztunk. A harom sejttipust ezt

kovetden 3-5 napig tenyésztettiik egylitt.

3.2. Tenyészetek kezelése

A kisérleteink sordn a sejttipusok érzékenységét figyelembe vettiik, ezért a human
Caco-2 sejtvonalat 107'® M (100 aM), 10™* M (1 pM), 10®* M (10 nM) és 10 M (100 pM)
¢s 50 ng/ml TNF-a koncentraciot alkalmaztunk (Van De Walle és mtsai, 2010), mig a-MSH-
bol a leghatékonyabb 10® M (10 nM) koncentraciot.
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A patkany agyi endotélsejtek esetében a 1072 M (1 pM), 10" M (10 pM), 10" M
(100 pM), 10®* M (10 nM) és 10° M (1 uM) o-MSH koncentracidkat vizsgaltuk. A
citokinkérositast a Caco-2 sejtvonalhoz hasznalt koncentraciokbol kiindulva kiilonb6z6
kombinacioban végeztik: 25 ng/ml IL-1 + 50 ng/ml TNF-a, 25 ng/ml IL-1B + 25 ng/ml
TNF-0, 10 ng/ml IL-1p + 25 ng/ml TNF-a, valamint 10 ng/ml IL-18 + 10 ng/ml TNF-a
kombinaciokkal kezeltiik az agyi endotélsejteket. A tovabbi kisérletekhez a leghatékonyabb
102 M (1 pM) és 10" M (10 pM) o-MSH és a legalacsonyabb 10 ng/ml IL-1f + 10 ng/ml
TNF-a koncentraciokat alkalmaztuk.

A kontrollcsoport mindkét modellnél kezelést nem, csak tapfolyadékot kapott,

azonban minden mas koriilményben azonosan tenyésztett és vizsgalt sejteket tartalmazott.

3.3. Reverz transzkripciot koveté polimeraz lancreakcio

Az Mclr gén aktivitdsanak vizsgalatdhoz agyi mikroereket izolaltunk Wistar
patkanyokbol, valamint patkany agyi endotélsejteket tenyésztettiink 6 cm-es Petri-csészékben
(Corning Costar, USA). PBS-mosast kdvetden a szovet- és a sejtmintdkat TRI reagensben
(Molecular Research Center, USA) homogenizaltuk. Ezt kovetden a gyartd protokollja szerint
az 0ssz-RNS-t kloroformmal kivontuk, majd az 6ssz-RNS-ek 1-1 pg-jat DNaz enzimmel
(ThermoFisher, USA) kezeltiik, ezutan cDNS-szintézis kit (ThermoFisher, USA) segitségével

reverz transzkripciot végeztiink a gyarto utasitdsainak megfelelden.

3.4. Eletképességi vizsgalatok

Az o-MSH patkany agyi endotélsejtek életképességére gyakorolt hatasanak
vizsgalatara festékredukcios (MTT) ¢€s valosidejii sejtanalizisen alapuld (RTCA-SP)
modszereket hasznaltunk. A MTT-teszthez az agyi endotélsejteket 96-lyuku lemezeken
tenyésztettiik (5 x 10 sejt/lyuk kiindulési sejtszam), amig be nem nétték a tenyésztdfeliiletet.
kezelés utan a sejtekhez adtuk az MTT-oldatot (0,5 mg/ml) és 3 o6ran keresztiil 37 °C-on
inkubaltuk. A festé¢kbdl képzddott formazankristalyokat dimetil-szulfoxidban oldottuk fel és a
formazan mennyiségét abszorbanciaméréssel hatdroztuk meg tobblyuktl lemezleolvaso
késziilék segitségével.

Az impedancia-mérésen alapulod sejtanalizisnél (RTCA-SP miiszer, ACEA Bio-
sciences, USA) a vizsgalatok fiziologias koriilmények kozott zajlanak folyamatos
monitorozas mellett. A kisérlethez az E-plate lemezek lyukait IV. tipusu kollagénnel (100
ug/ml) és fibronektinnel (100 pg/ml) vontuk be, majd UV alatt térténd szaritast kovetden
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tapfolyadék hozzaaddsa utdn lemértiik a hattér-impedanciat. Ezt kovetden mértiik a lyukakba
a sejtszuszpenziot (5 x 10° sejt/lyuk kiindulési sejtszam), majd az agyi endotélsejteket 37 °C-
os CO,-inkubdtorban tenyésztettiik, amig a sejtek bendtték a tenyésztéfelszint, és az
impedancia nem nétt tovabb (platofazis). Ekkor a sejteket vagy a-MSH peptiddel (1072107
M), vagy egyoras o-MSH (107'2-10"" M) elékezelést kovetéen IL-1B és TNF-a (10-10 ng/ml)
citokinekkel kezeltiik. A miiszer a sejtindexet ezutan 24 O6ran keresztiil 10 percenként
rogzitette. Az impedanciaértékeket a kezelés eldtti utolsé idépont értékeihez normalizéltuk és

a kapott értékeket az 1d6 fliggvényében abrazoltuk.

3.5. Biologiai gatrendszerek miikodésének vizsgalata
3.5.1. Transzepitelialis elektromos ellenallas mérése

A Dbélepitélsejtek kozotti szoros sejtkapcsolod struktirdk korlatozzdk az anyagok
paracellularis atjutasat. A tenyészetekben mért transzepitelidlis elektromos ellenallas (TEER)
értekek a sejtek szoros kapcsolatainak szorossagat tiikrozik ionokra. A humén Caco-2 sejt-
vonal ellenallasértékeit Millicell-ERS rezisztenciamérdvel és mérdelektroddal (Millipore,
USA) vizsgaltuk. A mért TEER-értékeket a sejtmentes filter ellenallasértékének levonasat

kovetden a tenyésztdmembran felszinéhez viszonyitva (Q x cm?) atlagoltuk és abrazoltuk.

3.5.2. Permeabilitasi vizsgalat

A gatrendszerek modelljeinek permeabilitasi vizsgalatat kiilonb6z6 nagysaga
jelzéanyagok hasznalataval végeztiik. A paracellularis Utvonalon vald atjutds mértékének
meghatarozasa human Caco-2 bélepitélsejtréteg esetében fluoreszcein (SF, 376 Da), patkany
vér-agy gat ko-kultira modell esetében fluoreszcein-izotiocianattal jelolt dextran (FITC-
dextran, 4,4 kDa) segitségével tortént. A masik marker a szérum albumin volt, ami az Evans-
kék festékkel komplexet alkot (EBA, 67 kDa).

A Caco-2 bélepitélsejteket 24 6ran at kezeltiik IL-1p és TNF-a citokinekkel a-MSH
hozzaadéasaval vagy anélkiil. A primer patkany sejtekbdl allo vér-agy gat ko-kultira modellt 1
ordn at kezeltik gyulladaskeltd -citokinekkel a-MSH jelenlétében vagy anélkiil. A
lemezleolvasoval hataroztuk meg. A kapott eredményeket a latszolagos permeabilitasi

egyltthato (P,pp) segitségével fejeztiik ki.



3.6. Reaktiv oxigéngyok képzodés

Az agyi endotélsejtekben a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddésének
meghatarozasara a 2°,7’-dikloro-dihidro-fluoreszcein diacetat probat hasznaltunk. A patkany
agyi endotélsejteket a-MSH-val és gyulladaskeltd citokinekkel onalloan és egylitt kezeltiik
96-lyuktl tenyésztélemezeken 1 oran keresztiil. A kezeldoldatokat DCFDA-t (2 uM)
tartalmaz6 Ringer-HEPES oldatra cseréltiik és a sejteket ijabb 1 6ran at inkubaltuk, mikdzben
5 percenként fluoreszcencia-intezitast mértiink fluoreszcens leolvaso késziiléekkel. Referencia-

vegyiiletként hidrogén-peroxid oldatot (100 pM) hasznaltunk.

3.7. Immunhisztokémia

Az MCIR receptor, a klaudin-4 integrans membran TJ fehérje, a ZO-1 linkerfehérje és
a NF-xB transzkripcios faktor immunfestéséhez a Caco-2 epitélsejtek tenyészeteit PBS-
mosast kovetden fixaltuk. A nem specifikus kotéhelyeket 3% BSA-val blokkoltuk. A nyul
anti-humédn MCIR (1 pg/ml), nytl anti-humén ZO-1 és nyul anti-human klaudin-4 (2,5
pug/ml; Thermo Fisher Scientific, USA), valamint a nyal anti-human NF-xB elsédleges
ellenanyagokkal (2,5 ug/ml; Santa Cruz Biotechnology, USA) egy éjszakan keresztiil 4°C-on
inkubaltuk a mintakat. Masodlagos ellenanyagként Alexa Fluor 488 jelolt anti-nyul és Cy3-
jelolt anti-nyul masodlagos ellenanyagokat hasznaltunk (2 pg/ml) propidium-jodid (1 pM)
vagy H33342 (1 pg/ml) sejtmagfestékkel egyiitt. A mintdkat lefedést (Fluoromount-G,
Southern Biotech, USA) kovetéen Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Japan) és Leica
SP5 konfokalis mikroszkdp (Leica Camera AG, Németorszag) segitségével vizsgaltuk.

Az agyi pericitdkkal és a gliasejtekkel egylitt tenyésztett patkany agyi endotélsejteket
és a frissen izolalt patkdny agyi hajszalereket PBS-mosast kovetden fixaltuk, a nem specifikus
kotéhelyeket blokkoltuk és nyal anti-human MCIR elsddleges ellenanyaggal (5 pg/ml) egy
¢jszakan keresztiil 4 °C-on inkubaltuk. Mésodlagos ellenanyagként az Alexa Fluor 488 jelolt
anti-nyul ellenanyagot (2,5 pg/ml) hasznaltunk etidium-homodimer (1 uM) sejtmagfestékkel.

A sejtkapcsolo fehérjék és az NF-xB festddés vizsgalatdhoz az agyi pericitdkkal és a
gliasejtekkel egyiitt tenyésztett patkdny agyi endotélsejteket a kezelések utdn PBS-mosast
kovetden fixaltuk, majd a nem specifikus kotohelyeket blokkoltuk. A nyul anti-patkany
klaudin-5 és a nyul anti-patkany B-katenin, valamint a nyul anti-human NF-kB elsddleges
ellenanyagokkal (2,5 pg/ml; Santa Cruz Biotechnology, USA) egy ¢jszakéan keresztiil 4°C-on
inkubaltuk a mintdkat. Masnap a Cy3-jel6lt anti-nyal masodlagos ellenanyaggal (1 pg/ml) és
H33342 (1 pg/ml) sejtmagfestékkel 1 6ran at kezeltilk a mintakat szobahdémérsékleten. A



mintakat lefedést (Fluoromount-G, Southern Biotech, USA) kdévetden Leica SP5 konfokalis
mikroszkop (Leica Camera AG, Németorszag) segitségével vizsgaltuk.

A patkény agyi endotélsejtek festddésvaltozasanak mennyiségi analizisét MATLAB
program (MathWorks, USA) mig a citoplazmas ¢és sejtmagi NF-kB festodésintezitas
vizsgélatat Caco-2 sejtvonal esetében ZEN 2012 v.1.1.0.0. szoftver (Carl Zeiss AG,
Németorszag), a patkany agyi endotélsejtek esetében Imagel] program (National Institute of

Health, USA) segitségével végeztiik (Santha és mtsai, 2016).

3.8. Statisztikai kiértékelés

A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, USA)
programot hasznaltuk. A kisérletekben kapott adatokat atlag + S.E.M. (az atlag standard
hibaja) forméaban adtuk meg.

Az életképességi vizsgalatokndl, az immunhisztokémiai festések mennyiségi
analizisénél és a ROS-termelddés vizsgalatdnal varianciaanalizist kdvetden Dunnett- ¢és
Bonferroni-teszteket végeztiink. A transzepitelidlis rezisztenciamérésnél és a permeabilitdsi
vizsgélatoknal kétutas ANOVA-t kdvetden Bonferroni-tesztet alkalmaztunk.

Statisztikailag szignifikdnsnak a P < 0.05 értékeket tekintettiik. A kisérleteket legalabb

haromszor megismételtiik, és kisérletenként legalabb harom parhuzamos mintat hasznaltunk.

4. Eredmények
4.1. MCI1R fehérje jelenléte bélepitél- és agyi endotélsejteken

Az o-MSH peptid hatdsanak kozvetitésében szerepet jatszo elsddleges receptor az
MCIR, melynek kifejez6dését sikeresen kimutattuk a biologiai gatrendszerek mindkét
tenyészetes modelljén.

A Caco-2 bélepitélsejtekben mind az apikalis, mind a bazalis felszinen kimutathato
volt a receptorfehérje jelenléte immunhisztokémiai festéssel. A fluoreszcens festédés sokkal
kifejezettebbnek bizonyult az apikalis felszinen a bazalis oldalhoz viszonyitva, ami a
konfokalis mikroszkoppal készitett képekbdl dsszerakott horizontélis metszeten is jol latszott.

Az MCIR gén termékét mind a tenyésztett patkdny agyi endotélsejtekben, mind az
izolalt patkany agyi mikroerekben kimutattuk reverz transzkripciot koveté PCR segitségével.
A génaktivitasi vizsgalat eredményét igazolta az MCIR immunhisztokémiai festés is, ahol
mind a tenyésztett endotélsejtekben, mind az izolalt agyi hajszalerek endotélsejtjeiben jol

lathato jelet kaptunk.



4.2. Az 0-MSH hatasa agyi endotélsejt-tenyészeteken

Az o-MSH peptid patkdny agyi endotélsejtekre gyakorolt 0©nallé hatasat
impedanciaalaptl valdsidejii sejtanalizissel és végponti analizist lehetdvé tevé MTT-teszttel
meg szignifikdnsan a sejtek ¢letképességét. Az impedancia-mérések soran a kezelt agyi
endotélsejtek gorbéi a kezeletlen kontrollcsoport gorbéivel futottak egyiitt (1A dbra), ami
¢letképes, a felszinre jol letapadt, egymashoz szorosan kapcsolodo sejtekbdl allo
tenyészetekre utalt. Mindezt megerdsitette az MTT-teszt eredménye, amellyel semmilyen
metabolikus aktivitasban bekovetkezett valtozdst nem mutattunk ki a kezeletlen
kontrollcsoporthoz viszonyitva 24 6ras a-MSH-kezelést kovetden (1B dbra). Az eredmények
alapjan a patkany agyi endotélsejteken tovabbi kisérleteinkben 1072 M (1 pM) és 10" M
(10 pM) koncentracioju a-MSH-kezelést alkalmaztunk, amely tartomany megfelel a

neurohormon vérben mérhetd ¢élettani koncentracidinak (Kovacs ¢és mtsai, 2001; Magnoni €s

mtsai, 2003).
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1. abra. Az o-MSH kiilonb6z6 koncentracidinak hatasa tenyésztett patkany agyi endotélsejtek
¢letképességére. A) Valosidejl sejtanalizis. B) MTT teszt. Statisztika: egyutas ANOVA és Bonferroni-
teszt.

4.3. A citokinek és az a-MSH hatasa agyi endotélsejt-tenyészetek életképességére

patkany agyi endotélsejteket kezeltink négy kiilonb6z6 kombinacioban: a Caco-2
bélepitélsejteken alkalmazott 50 ng/ml TNF-a és 25 ng/ml IL-1B koncentraciotol kezdve a
25+25 ng/ml kezelési koncentracion at, az alacsonyabb 10 ng/ml TNF-a és 25 ng/ml IL-18 ¢és
10+10 ng/ml koncentracioig (2. abra). Mind a négy kezelési kombinacioé esetén 24 oOras
kezelést kovetden statisztikailag szignifikdnsan csOkkent a patkdny agyi endotélsejtek

valdsidejii sejtanalizis soran mérhetd sejtindexe. A négy kezelési csoport hatasai kozott pedig
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nem volt statisztikailag szignifikdns kiilonbség. A patkany agyi endotélsejteken tovabbi

........

citokinkezelést alkalmaztuk.
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¢letképességére. Statisztika: *** P < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest, egyutas ANOVA és
Bonferroni-teszt.

Patkéany agyi endotélsejteket 10+10 ng/ml TNF-a ¢és IL-1B kombinacioval kezelve
50% ala esett a sejtindex, ezt a karositd hatast az a-MSH-kezelés csokkentette (3. abra). Az
a citokinindukalt ¢letképesség-csokkenés ellen (3. abra). A citokinekkel ¢és az a-MSH
peptiddel egyiitt kezelt két kisérleti csoport kozott nem volt statisztikailag kimutathatd

kiilonbség.
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3. abra. Az a-MSH hatasa citokinekkel kezelt tenyésztett patkany agyi endotélsejtek életképességére.
Valosideji sejtanalizis a 24-6ras kezelés utani idépontban. CK: 10 ng/ml TNF-o + 10 ng/ml IL-1p.
Statisztika: ***, P < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest; *, P < 0,05 a citokinkezelt csoporthoz képest,
egyutas ANOVA ¢és Bonferroni-teszt.



4.4. A citokinek és az a-MSH hatasa a biologiai gatrendszerek tenyészetes modelljeinek
integritasara

4.4.1 Transzepitelialis elektromos ellenallas

A bioldgiai gatrendszereket alkotd epitél- €s endotélsejtrétegek szorossagat a sejtréteg
két oldala kozott mérhetd magas ellenallas jellemzi. Ennek fizikai alapja, hogy a sejteket
Osszekapcsold TJ fehérjék megakadalyozzdk az ionok paracelluldris szabad aramlasat. A
Caco-2 bélepitél-sejtvonalon alkalmazott citokinkezelés csokkentette a sejtréteg ellenallasat
(4. abra). A citokinekkel egyiitt adott a-MSH peptidkezelés koncentraciofiiggd hatést
mutatott. A magasabb (10 és 10® M) koncentraciok védtek a citokinindukalt ellenallas-
csokkenés ellen, mig a kisebb (1072 és 107'® M) koncentraciéknak nem volt ilyen hatasa.
Tovabbi kisérleteinkben a Caco-2 bél-epitélsejteken a 10° M (10 nM) koncentracioju a-
MSH-kezelést alkalmaztuk.

120-

1004 ——p=====mmm - e mmmemeaaaee

80

1 INNN

TEER (kontroll %)

K cK 10" 10" 10® 10*
a-MSH (M) + CK

4. abra. Az a-MSH hatasa citokinkezelt Caco-2 bélepitélsejtréteg elektromos ellenallasara (TEER).
CK: 50 ng/ml TNF-a + 25 ng/ml IL-1f. Statisztika: ***, P < 0,001 a kontrollcsoporthoz képest; “*, P
< 0,001 a citokinkezelt csoporthoz képest, egyutas ANOVA ¢s Bonferroni-teszt.

4.4.2. Permeabilitasi vizsgalatok

Az epitél- és endotélsejtrétegek integritdsanak, megfeleld miikodésének mérésére
alkalmas masik modszer a sejtrétegek permeabilitasdnak vizsgalata kiillonb6z0 méretii
jelzéanyagokkal.

Alacsony permeabilitdst mértiink mind a kis molekulatdomegili fluoreszceinre, mind a
nagy molekulatdomegli albuminra a bélepitélsejtek egysejtrétegén (SA dbra). A citokinkezelés
tobbszorosére emelte a jelzomolekuldk permeabilitasat. Az a-MSH peptid véddhatast mutatott
a kis molekulatomegii fluoreszcein atjutdsanak fokozodéasaval szemben, mig az albumin

esetében ez a hatds nem volt statisztikailag szignifikans.
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A vér-agy gat modellen hasonld valtozasokat mértiink. A patkény agyi endotélsejtek
agyi pericitakkal és gliasejtekkel torténd egyiittes tenyésztését kovetden a modellre jellemzd
alacsony permeabilitdst mértiink a dextran és albumin jelzOmolekuldkra (5B abra). A
citokinkezelés ezen a tenyészetes modellen is megemelte a markerek atjutasat. A 1072 M
(1 pM) a-MSH-kezelés statisztikailag szignifikans mértékben gatolta a citokinek gatmegnyito
hatasat mind a kis molekulatomegii FITC-dextranra, mind a nagy molekulatomegii albuminra.

s

kivédte a nagyobb biomolekula albumin emelkedett permeabilitasat.
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5. abra. Az a-MSH hatasa citokinkezelt epitél- és agyi endotélsejt tenyészetek integritasara kiilonb6zo
jelzbanyagok esetén. A) A Caco-2 bélepitélsejt-réteg fluoreszceinre ¢€s albuminra vonatkozo
permeabilitasa. CK: 50 ng/ml TNF-a + 25 ng/ml IL-1B. B) Patkany agyi endotélsejtréteg 4 kDa FITC-
dextranra és albuminra vonatkozo permeabilitdsa. CK: 10 ng/ml TNF-a + 10 ng/ml IL-1p. Statisztika:
##* P < 0,001 a kontrollcsoportokhoz képest; *, P < 0,05, ", P < 0,001 a citokinkezelt csoportokhoz
képest; ns, statisztikailag nem szignifikans kiilonbség a citokinkezelt csoporthoz képest, illetve a
jelzett két csoport kozott, egyutas ANOVA és Bonferroni-teszt.

4.5. A citokinek és az o-MSH hatasa a reaktiv oxigéngyokok termelodésére agyi
endotélsejtekben

A gyulladaskeltd citokinek hatasara szignifikdnsan megemelkedett a ROS-termelddés

patkany agyi endotélsejtekben a kezeletlen kontrollcsoporthoz képest (6. abra). Az alacsony

azonban a citokinekkel kezelt csoportban statisztikailag szignifikans mértékben csokkentette a

ROS mennyiségét. A hidrogén-peroxidot ROS-termelddést fokoz6 referenciavegyiiletként

hasznaltuk a vizsgélatok soran.
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6. abra. Az o-MSH hatasa citokinkezelt tenyésztett patkany agyi endotélsejtekben reaktiv
oxigéngyok-termelddésére. CK: 10 ng/ml TNF-a + 10 ng/ml IL-1p. Statisztika: **, P < 0,01, *** P <
0,001 a kontrollcsoporthoz képest; Fp< 0,05, P < 0,001 a citokinkezelt csoporthoz képest, egyutas
ANOVA ¢s Bonferroni-teszt.
4.6. A citokinek és az o-MSH hatasa az epitél- és agyi endotélsejtek sejtkapcsolo
fehérjéire

4.6.1. Klaudin-4 és ZO-1 immunhisztokémia Caco-2 sejteken

A bélepitélsejtek gatmiikodésének fizikai alapjat a sejtkapcsolod fehérjék képezik. A
klaudin-4 integrans sejtmembran TJ fehérje és a citoplazmatikus ZO-1 linker fehérje a
sejthatarokon folytonos, dvszeri festodést mutatott. Citokinkezelés hatdsara az epitélsejtek
kozott lyukak alakultak ki, a kapcsolofehérje-festddés felszakadozott és a ZO-1 immunfestés
esetében citoplazmatikus atrendezddés volt megfigyelhetd. Az a-MSH peptidkezelés hatasara

a TJ fehérjék immunfestése a kontrollcsoporthoz hasonld mintazatot mutatott.

4.6.2. A klaudin-5 és B-katenin festodése patkany agyi endotélsejtekben

A patkany agyi endotélsejtekben a szoros kapcsolatot képezd klaudin-5 és az adherens
kapcsolatok linker fehérjéje, a B-katenin festddése a sejthatdrokon erds és folytonos volt,
amelyet a citokinkezelés megvaltoztatott: a sejtek kozott lyukakat, a sejten beliil fehérje-
atrendezddést figyeltiink meg. Az o-MSH peptiddel torténd egyiittes kezelés hatasara a
kapcsolofehérjék festddési mintdzata a kontrollcsoporthoz hasonld volt.

Az immunfestésben latott valtozdsokat képkiértékeld program segitségével is
szamszerusitettilk mind a klaudin-5, mind a B-katenin esetében. A citokinkezelés hatasara
statisztikailag szignifikdinsan megemelkedett konfokalis mikroszkopos felvételeken az
immunfestéssel jelolédd objektumok szdma, mig o-MSH hatasara az objektumszadm

szignifikansan csokkent a citokinkezelt csoportokhoz képest.
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4.7. A citokinek és az a-MSH hatisa az NF-kB sejtmagi bejutasara bélepitél- és agyi
endotélsejtekben

A sejtszintli gyulladasos vélasz kimutatasanak megbizhato moddja az NF-xB
transzkripcids faktor p65 alegységének sejtmagba torténd bejutdsanak nyomon kovetése.

Caco-2 bélepitélsejtekben a kontrollcsoportban a p65 alegység a citoplazméban volt
megfigyelhetd, és a sejtmagi és citoplazmatikus immunfestddés intenzitasanak hanyadosa
alacsony volt. Citokinkezelés hatasara a p65 alegység fluoreszcens jele intenzivebb lett a
sejtmagban, ami az intenzitdshanyados szignifikans megemelkedését eredményezte. Az a-
MSH-kezelés statisztikailag szignifikdnsan csokkentette az intenzitdshanyadost, azaz gatolta
az NF-kB p65 alegység sejtmagba torténd bejutasat.

Patkany agyi endotélsejtekben is intenzivebb lett citokinkezelés hatdsira az NF-xB
p65S alegységének sejtmagi festddése, amelyet szamitégépes programmal végzett kép-
kiértékeléssel is igazoltunk. Az endotélsejtek kezelése a-MSH peptiddel gatolta a p65
alegység sejtmagba torténd bejutasat, ezt jelezte a fehérje sejtmagi festddésének statisztikailag

szignifikansan csokkent intenzitasa a citokinkezelt csoporthoz képest.

5. Osszefoglalas

A Dbiologiai gatrendszerek védelme elsOdleges fontossagh az ¢élo szervezetek
szempontjabol. Ezek sériilése figyelhetdé meg kiilonbozd gyulladdsos folyamatok soran is,
ahol a felszabadul6 gyulladaskeltd citokinek, mint a TNF-a és az IL-1p, a barrierek sériilését
okozzak. Mind az intesztinalis, mind a kozponti idegrendszeri sériilések soran leirtak e két
citokin kulcsszerepét, hogy hozzajarulnak a gatrendszerek sejtjeit egymashoz fiizé TJ fehérjék
atrendezOdéséhez, ezaltal csokkentik a barrier ellenallasat és novelik annak
ateresztOképességét. A gyulladaskeltd citokinek bioldgiai gatakat karositdé hatdsaban az
oxidativ stressz is kivalto tényezo.

Az o-MSH peptid gyulladasos folyamatokkal szembeni véddhatasat szamos
allatkisérletes modellen és sejttipusban leirtak kordbban, de Caco-2 bélepitélsejteken és agyi
endotélsejteken eddig nem allt rendelkezésre adat. Munkank soran bizonyitottuk, hogy az a-
MSH elsédleges receptoranak tekinthet6 MCIR fehérje mind a human Caco-2 bélepitél-
sejtvonalon, mind patkany agyi endotélsejteken kifejezddik, és az utdbbi sejtekre széles

koncentraciotartomanyban sincs kérositd hatasa.
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7. abra. Az o-MSH gyulladascsokkent hatasa bélepitélsejtekben: az NF-xB transzkripcids faktor
aktivalodasanak gatlasa, a sejtkapcsolo fehérjék kifejezodésének és lokalizacidjanak eldsegitése, ezzel
a fokozott permeabilitas csokkentése.

Gyulladasos koriilmények kozott kimutattuk, hogy az o-MSH peptid mind a
bélepitélium (7. abra), mind a vér-agy gat tenyészetes modelljein védohatasu (8. abra). Az a-
MSH az NF-kB jelatviteli tvonal gatlasan keresztiil csokkentette agyi endotélsejtekben az
oxigéngyokok termelddését, ¢és mindkét modellen mérsékelte a citokinek okozta
permeabilitasfokozodast, valamint az ezzel parhuzamosan kialakuld valtozast a sejtkapcsolo
fehérjék immunfestédési mintdzatdban. Az altalunk vizsgéalt két biologiai gatrendszer
tenyészetes modelljein tehat az o-MSH peptid, legalabbis részben, az NF-kB fehérje
sejtmagba torténd bejutasanak gatldsaval biztositja a sejtkapcsolo fehérjék kifejezédésének és

a barrierek megfelelé miikodésének visszadllasat citokinek okozta karosodasban.

Endotélsejt

TNF-o. IL-1B

VE-kadherin

8. abra. Az o-MSH gyulladascsokkentd hatasa agyi endotélsejtekben: a ROS-termelddés, és az NF-xB
transzkripcids faktor aktivalodasanak gatlasa, a sejtkapcsolo fehérjék kifejezddésének ¢és
lokalizacidjanak elésegitése, ezzel a fokozott permeabilitas csokkentése.

Mindezek az eredmények megerdsitik az a-MSH hormon jotékony hatasat a bioldgiai

barrierek védelmében.
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